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Molekulsko kloniranje in priprava rekombinantnih variant proteinov Cas9 in 
ExoIII v bakteriji Escherichia coli 
Povzetek:  
Priprava in izolacija rekombinantnih proteinov je eden od najpogostejših 
postopkov v raziskavah na področju ved o življenju. Kljub njegovi široki 
razširjenosti pa vsak protein zahteva individualizirano izvedbo fermentacije in 
izolacije, ki jo določamo preko sistematičnega testiranja pogojev gojenja 
bakterijskih celic pred in po indukciji izražanja proteina. Ti pogoji so odvisni od 
lastnosti posameznega proteina. 
Protein Cas9 predstavlja eno od ključnih komponent sistema CRISPR/Cas9, ki 
se v zadnjem času vse bolj uveljavlja kot orodje za urejanje genoma. Njegova 
povezava z eksonukleazo III (ExoIII) predstavlja možnost za izboljšanje sistema, 
in sicer preko povečanja vrzeli na mestu dvojnega preloma, ki ga povzroči Cas9. 
Na ta način pride do izbrisa večjega dela gena in posledično večje uspešnosti 
njegovega izbitja (ang. knock-out). 
V okviru diplomske naloge smo pripravili nukleotidna zaporedja z zapisom za 
rekombinantna proteina Cas9 in ExoIII z dodanim zapisom za α-vijačnico na 
3'-koncu genskega konstrukta. Uporabili smo dva para ortogonalnih α-vijačnic. 
Te se ob vnosu obeh izoliranih proteinov v celico združijo v ovito vijačnico in na 
ta način povežejo proteina. Zapise za proteine smo vstavili v ekspresijski vektor 
pET-28b-Cas9-His ter z njimi transformirali ustrezne ekspresijske seve E. coli. Po 
fermentaciji smo proteine preko histidinske oznake izolirali z nikljevo afinitetno 
kromatografijo ter jih skoncentrirali. Tako pripravljeni vzorci so primerni za 
testiranje učinkovitosti povezave Cas9 – ExoIII ter potencialno uporabo v 
poskusih urejanja genoma. 
 
Ključne besede: rekombinantni proteini, ovita vijačnica, izolacija proteinov, 









Molecular cloning and preparation of recombinant Cas9 and ExoIII protein 
variants in Escherichia coli 
Abstract:  
Preparation and isolation of recombinant proteins is one of the most common 
procedures in life sciences' research. Because each protein requires different 
conditions for fermentation and specific isolation technique, there is no universal 
protocol to follow. We usually determine these optimal conditions, which depend 
on the characteristics of the expressed protein, by a series of testing 
fermentations. 
The Cas9 protein is one of the key elements of the CRISPR/Cas9 system, which 
is a promising tool in genome editing. One of the possible improvements of this 
technique is connecting Cas9 with exonuclease III (ExoIII), which is capable of 
forming a bigger gap at the site of double strand break. By doing so a greater part 
of the target gene is deleted and the frequency of knock-out increases. 
We prepared the nucleotide sequences encoding recombinant proteins Cas9 and 
ExoIII in fusion with two pairs of orthogonal α helices, which form a coiled coil 
when simultaneously present in vitro or in vivo. By doing so they physically 
connect the two recombinant proteins. We inserted our constructs into the 
expression vector pET-28b-Cas9-His and transformed them into E. coli 
expression strains. We isolated the proteins, tagged with a hexahistidine group, 
with Ni2+-NTA affinity chromatography and concentrated the samples. These 
isolated and purified recombinant proteins can be further used for testing the 
efficiency of Cas9 – ExoIII connection and for genome editing experiments. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AGE  agarozna gelska elektroforeza 
APS  amonijev persulfat 
BCA  bikinkonska kislina (ang. bicinchonic acid) 
bp  bazni par 
Cas  s CRISPR povezani proteini (ang. CRISPR associated protein) 
CBB  Coomassie Brilliant Blue 
CMA  karboksimetilaspartat 
CPI  mešanica proteaznih inhibitorjev (ang. protease inhibitor cocktail) 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (ang. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
crRNA CRISPR RNA 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DTT  ditiotreitol 
EDTA  etilendiaminotetraetanojska kislina 
ExoIII  eksonukleaza III (ang. exonuclease III) 
GFP  zeleni fluorescenčni protein (ang. GFP) 
gRNA  usmerjevalna RNA (ang. guide RNA) 
His  histidin 
HR  homologna rekombinacija (ang. homologous recombination) 
HRP  hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase) 
IDA  iminodiocetna kislina 
IMAC afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom (ang. 
immobilized metal affinity chromatography) 
IPTG  izopropil-β-D-tiogalaktopiranozid 
kb  kilobazni par (1000 baznih parov) 
LB  lysogeny broth (gojišče) 
MQ  deionizirana in prefiltrirana voda 
NaDS  natrijev dodecilsulfat 
NHEJ povezovanje nehomolognih koncev (ang. non-homologous end 
joining) 
nt  nukleotid 
NTA  nitrilotriocetna kislina 
OD600  optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PAM motiv ob protovmesniku (ang. protospacer adjacent motif) 
PBST fosfatni pufer s soljo in detergentom Tween 20 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
RNA  ribonukleinska kislina 
rpm  vrtljaji na minuto (ang. revolutions per minute) 
TAE  tris-acetat-EDTA 
Taq  polimeraza iz bakterije Thermus aquaticus 
TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 
tracrRNA transaktivacijska RNA (ang. trans-activating RNA) 
Tris  2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
v/v  volumski delež 








1.1 Sistem CRISPR/Cas  
Sistem CRISPR/Cas se odziva na vdor tuje DNA v celico in predstavlja adaptivno 
imunost večine arhej in nekaterih bakterij [1]. Gre za zaporedje, ki ga sestavljajo 
kratke palindromne ponovitve, ločene z vmesniki (ang. spacer), ob njem pa se 
nahajajo še s CRISPR povezani geni (geni Cas). Ti nosijo zapis za proteine, 
ključne za funkcionalnost regije CRISPR. Zgradba je prikazana na sliki 1. 
 
Prve povezave regije CRISPR z obrambnim odzivom na tujo DNA so se porajale, 
ko so raziskovalci odkrili, da precejšen del zaporedij vmesnikov izvira iz fagne ali 
plazmidne DNA. Z nadaljnjim raziskovanjem prepisovanja te regije in odkritjem 
funkcije proteinov Cas je postalo jasno, da gre za nekakšen spominski sistem 
celic na predhodne okužbe, ki v prihodnosti omogoča hitrejši in učinkovitejši odziv 
na enak patogen [2]. Trenutno poznamo 2 razreda, 5 tipov in 16 podtipov sistema 
CRISPR/Cas. Zaradi zelo učinkovitega, tarčnospecifičnega in relativno 
enostavnega delovanja je ta mehanizem zanimiv za raziskovalce, ki se ukvarjajo 
z urejanjem genoma. V ta namen večinoma uporabljamo sistem CRISPR/Cas 
razreda 2, saj je razred 1 precej kompleksnejši [1]. 
Slika 1:  Prikaz vgradnje novega vmesnika v regijo CRISPR. V regiji CRISPR so s črno 




Delovanje sistema CRISPR/Cas razdelimo na 2 oz. 3 stopnje. Prva je faza 
adaptacije, ki poteče ob prvi okužbi z nekim patogenom. Preko nje lokus 
pridobiva na raznolikosti. V tej fazi se v regijo CRISPR vgradijo novi vmesniki, ki 
jih iz tuje DNA izreže eden od proteinov Cas (predvidoma Cas1). Sočasno z 
vgradnjo vselej poteče tudi replikacija spremljajoče kratke ponovitve v regiji. 
Običajno sistem vgradi le en vmesnik za posamezen patogen, vgradnja pa 
poteče tik ob vodilnem zaporedju (slika 1). 
Drugo fazo delovanja lahko razdelimo na izražanje crRNA ter interferenco, 
poteče pa ob naslednjih okužbah z enakim patogenom. Območje CRISPR se 
najprej prepiše v dolgo prekurzorsko crRNA, ki jo endonukleaze Cas razrežejo 
na ponovitvah. Nastane več crRNA, ki vsebujejo protismeren prepis enega 
vmesnika ter dele ponovitev regije CRISPR, preko katerih jih prepoznajo proteini 
Cas ter ostali elementi sistema. Ta RNA nato vodi ribonukleoproteinski delec 
Cas/crRNA do tarčnega mesta na tuji DNA. V nekaterih primerih poleg crRNA pri 
tem sodeluje tudi tracrRNA. Priprava na interferenco in njen potek se med 
različnimi tipi sistema torej nekoliko razlikujeta, vendar gre v vseh primerih za 
dostavo in vezavo ustreznega ribonukleoproteinskega kompleksa na tarčno 
mesto preko RNA ter cepitev tuje nukleinske kisline z vezanim proteinom Cas 
[3][4]. 
1.1.1 Cas9 
Cas9 je z RNA vodena endonukleaza, ki jo zapisuje istoimenski gen in je značilna 
za CRISPR tipa II (razred 2). Je večdomenski protein, ki ima dve nukleazni 
domeni (HNH ter RuvC), s katerima povzroči dvojni prelom tarčne DNA. Z 
inaktivacijo ene od njiju iz endonukleazne aktivnosti dobimo nikazno, kar lahko s 
pridom uporabljamo tudi pri utišanju genov [5]. Cas9 torej vodita dve verigi RNA, 
in sicer crRNA ter tracrRNA. Slednja na tej stopnji služi kot aktivator crRNA, ki po 
aktivaciji prepozna zaporedje tuje DNA in se z njim hibridizira. Ključno vlogo pri 
prepoznavi tarčnega mesta igra tudi zaporedje PAM, ki leži tik ob njem. Protein 
Cas9 ga prepozna preko domene PI ter se veže nanj. S pomočjo crRNA pride do 
odvitja dela dvojne vijačnice, Cas9 pa nato z nukleaznima domenama povzroči 





1.1.2 Eksonukleaza III 
Eksonukleaza III (ExoIII) je ena od številnih nukleaz bakterije E. coli, njene 
ortologe pa najdemo tudi v nekaterih drugih organizmih. Cepi dvoverižno DNA, 
in sicer v smeri od 3' proti 5'. Za delovanje nujno potrebuje Mg2+ ion. Poleg 
značilnega delovanja na koncih verige DNA lahko deluje tudi na zarezah in 
prelomih, kjer povzroči nastanek previsa. Ravno to lastnost izkoriščamo tudi v 
kombinaciji s sistemom CRISPR/Cas [6]. 
1.1.3 CRISPR/Cas9 kot tehnika za urejanje genoma ter povezovanje Cas9 
in ExoIII 
Potencial sistema CRISPR/Cas9 je zelo širok in obsega številna področja, od 
medicine do živilske industrije. V največjem vzponu je zagotovo njegova uporaba 
v medicini, kjer ga lahko izkoriščamo za modifikacijo genoma, uravnavanje 
prepisovanja genov (fuzija z aktivatorskimi ali represorskimi domenami) in še na 
nekatere druge načine [7]. 
Kot opisano, endonukleaza Cas9 v tarčni DNA povzroči dvojni prelom. To celica 
zazna in popravi s samopopravljalnimi mehanizmi. Najpogosteje uporablja 
mehanizem povezovanja nehomolognih koncev (NHEJ) ali homologno 
rekombinacijo (HR). V primeru NHEJ, ki je v celici tudi najbolj razširjen, se dvojni 
prelom popravi z naključnimi bazami, kar običajno povzroči uvedbo mutacij (tako 
imenovane indel mutacije), ki vodijo v zamik bralnega okvirja ali spremembo 
kodona v STOP ali kateri drug kodon. Odvisno od tipa mutacije lahko modifikacija 
vodi v nefunkcionalnost gena, zaradi česar se ta mehanizem pri urejanju genoma 
uporablja za izbitje genov (ang. knock-out) [1]. S kombinacijo proteinov Cas9 in 
ExoIII se poškodba DNA na tarčnem mestu še poveča, s čimer je večja tudi 




možnost za nastanek indel mutacije. Na ta način je tudi verjetnost za uspešnost 
urejanja genoma bistveno večja [8] [9]. 
V primeru HR pride po prelomu do vgradnje tujega zaporedja, ki je vsaj v nekem 
segmentu homologno matrici. V celici je matrica za rekombinacijo sestrska 
kromatida, v primeru uporabe metode CRISPR/Cas9 pa matrično zaporedje 
lahko predstavlja genomski DNA homologni del plazmidne DNA ali 
oligonukleotida, ki ga vnesemo v celico. S tem mehanizmom torej gena ne 
izbijemo ali utišamo, temveč lahko na mesto preloma DNA vstavimo poljuben 
genski material (ang. knock-in). Pri genski terapiji na tak način na primer 
spremenimo gen v nepatogeno oziroma funkcionalno obliko [1]. 
Preko spoznavanja regulacije celičnih popravljalnih mehanizmov lahko vse bolj 
usmerjamo oziroma kontroliramo tudi način popravljanja preloma po delovanju s 
kompleksom Cas9/crRNA, kar zmanjšuje možnost nekontrolirane spremembe v 
genomu [10]. Nadzor nad izbiro popravljalnega mehanizma je le ena od težav, s 
katerimi se zaenkrat še soočamo pri uporabi sistema CRISPR/Cas za urejanje 
genoma. Ena od najbolj perečih je zagotovo tako imenovano off-target delovanje, 
problematične pa so tudi ostale, kot na primer imunogenost dostavnega vektorja 
in samih elementov sistema CRISPR/Cas9, učinkovitost sistema in druge [7]. 
1.2 Motiv ovite vijačnice 
Struktura α-vijačnice je v proteinih zelo pogosta. Ker so samostojne α-vijačnice v 
raztopini nestabilne, se znotraj proteinske strukture stabilizirajo s hidrofobnimi 
interakcijami z ostalimi deli proteina. Najenostavnejša oblika take stabilizacije je 
preplet dveh vijačnic v motiv, ki ga imenujemo ovita vijačnica (ang. coiled coil). 
Gre za zelo pogost motiv, ki ga najdemo v strukturno in funkcionalno zelo 
raznolikih proteinih, od dolgih fibrilarnih proteinov, kot sta keratin in miozin, do 
različnih DNA-vezavnih proteinov. Ovite vijačnice so lahko homo- ali 
heterodimerne [11]. 
S tem motivom se je ukvarjal že Francis Crick in odkril, da sta dve desni 
α-vijačnici, ki se ovijata v levo vijačnico, nekoliko popačeni in namesto običajnih 
3,6 aminokislinskih ostankov na zavoj zavzemata 3,5 ostankov. Ta struktura 
omogoča ponavljajoče se interakcije med vijačnicama vsakih 7 aminokislinskih 
ostankov oz. na dva zavoja po principu 'knobs and holes', kar je razvidno tudi iz 
primarne strukture polipeptida [10]. Aminokisline v teh tako imenovanih heptadnih 
ponovitvah označujemo s črkami od a do g, pri čemer mesti a in d značilno 
zavzemata hidrofobna ostanka, ki tvorita hidrofobno jedro ovite vijačnice, mesti e 




mostičkov. Najpogosteje mesto d zavzema aminokislina levcin oz. včasih 
izolevcin, zaradi česar motiv ovite vijačnice imenujemo tudi levcinska zadrga [9]. 
V diplomski nalogi smo pripravili in izolirali pare proteinov Cas9 in ExoIII, 
povezane z ortolognimi α-vijačnicami, ki naj bi se po vnosu v tarčno celico 
združile v ustrezno heterodimerno ovito vijačnico. Na ta način bi omogočile fizično 
zbližanje sodelujočih proteinov ter večjo specifičnost interakcije z DNA, saj vsaka 
α-vijačnica iz levcinske zadrge tvori tako specifične interakcije z bazami (reagirajo 
štiri stranske verige aminokislinskih ostankov) kot tudi nespecifične interakcije z 
velikim žlebom [9]. Nekatere uporabljene strukture vijačnic izhajajo iz že 
objavljenih del, vse pa so delo raziskovalcev z Odseka za sintezno biologijo in 
imunologijo na Kemijskem inštitutu v Ljubljani [8][9][13]. 
1.3 Tehnike za izolacijo proteinov 
Pridobivanje čim večje količine čim bolj čistega specifičnega proteina iz celičnega 
lizata je ključen korak za uspešno raziskovanje in delo s proteini. Poznamo 
številne dobro razvite tehnike izolacije, izbira pri posamezni raziskavi pa se 
razlikuje od primera do primera in je odvisna od lastnosti proteina, ki ga želimo 
izolirati, ter namena izolacije. 
Najpogostejše težave, s katerimi se med izolacijo soočamo, so denaturacija, 
proteoliza in kontaminacija z različnimi mikroorganizmi. Da bi se temu v čim večji 
meri izognili, večino dela vsaj v začetnih korakih izolacije opravljamo pri znižani 
temperaturi (na ledu). Proteolizo lahko še dodatno zmanjšamo z dodatkom 
proteaznih inhibitorjev. Pogosta težava je tudi agregacija proteina, ki se odlaga v 
netopni frakciji, imenovani inkluzijska telesca. Temu se običajno lahko izognemo 
s podaljšanjem časa indukcije in znižanjem temperature gojenja. Proteine, 
zbrane v vključkih, lahko sicer tudi izoliramo, vendar je ta postopek nekoliko 
zahtevnejši ter pogosto neuspešen. Problematična je predvsem renaturacija 
proteinov v nativno obliko. 
Kot rečeno, lahko posamezne proteine iz celičnega lizata izoliramo z različnimi 
tehnikami: 
a) PRECIPITACIJA 
Precipitacijo oziroma oboritev proteina dosežemo s spremembo pogojev v 




aceton), spremembo pH v smeri izoelektrične točke proteina ali temperature. 
Dodatek soli povzroči vezavo vode iz okolice proteina, s čimer olajša tvorbo 
hidrofobnih interakcij in posledično agregacijo proteina. Ravno tako pride do 
zmanjšanja vodne aktivnosti z dodatkom organskega topila. Precipitacija je ena 
od klasičnih metod, ki pa se v trenutni laboratorijski praksi ne uporablja več v 
tolikšni meri [14]. 
b) ELEKTROFOREZA 
Elektroforeza, predvsem v obliki NaDS-PAGE, se v aktualni laboratorijski praksi 
običajno uporablja v analizne namene. Gre za ločbo molekul po velikosti. Njena 
največja prednost je minimalna količina vzorca, potrebna za analizo, zaradi česar 
je uporabna predvsem za ločbo vzorcev z omejeno količino proteinov. V 
petdesetih letih prejšnjega stoletja je ta metoda v obliki elektroforezne kolone 
predstavljala enega od klasičnih in najbolj razširjenih načinov frakcioniranja in 
kasnejše izolacije proteinskih vzorcev. 
Druga od razširjenih elektroforeznih tehnik je izoelektrično fokusiranje, s katerim 
proteine ločujemo glede na izoelektrično točko. Največjo oviro pri obeh tehnikah 
predstavlja segrevanje med potekom poskusa ter omejitev količine vzorca, ki ga 
lahko naenkrat analiziramo. V primeru izoelektričnega fokusiranja, če bi ga želeli 
uporabiti za izolacijo, je težavna tudi precipitacija proteinov v izoelektrični 
točki [14]. 
c) KROMATOGRAFIJA 
Kromatografija zajema zelo široko skupino tehnik in je trenutno najpogosteje 
uporabljena metoda za izolacijo proteinov. Temelji na razliki v interakcijah 
posameznih komponent mobilne faze s stacionarno fazo. Različne izvedbe te 
metode se torej razlikujejo glede na to, katero lastnost molekul izkoriščajo. 
Nekatere od teh lastnosti so velikost in oblika delcev (gelska izključitvena 
kromatografija), izoelektrična točka (kromatofokusiranje), hidrofobne interakcije 
(reverznofazna kromatografija), v biokemiji pa zelo pogosto uporabljamo vrsto 
afinitetne kromatografije, ki temelji na biospecifičnih interakcijah, kot na primer 
interakciji protitelo – antigen. Tehnike razvrščamo na več načinov, med drugim 
glede na prevladujočo interakcijo, agregatno stanje mobilne faze, glede na vrsto 




Pri diplomskem delu smo uporabili afinitetno kromatografijo z imobiliziranim 
kovinskim ionom (IMAC), ki je ena od izvedb afinitetne kromatografije. Tipe 
afinitetne kromatografije ločimo glede na to, ali vezava tarčne molekule poteče 
direktno ali posredno. V primerih, kjer se tarčni ligand na stacionarno fazo veže 
preko svojih funkcionalnih skupin oz. z delom svoje molekule, govorimo o direktni 
vezavi. Med tovrstne tehnike spadajo tiste, ki temeljijo na interakcijah kot so 
protein - protitelo, interakcije primarne aminske skupine na proteinu in s CNBr 
aktiviranega nosilca, pa tudi interakcije med manjšimi proteinskimi oznakami in 
ustrezno reaktivno skupino, pritrjeno na nosilcu. Druga vrsta interakcij so 
indirektne. Mednje spadajo metode, kjer interagirata večji fuzijski protein, pritrjen 
na tarčnega, ter njegov reakcijski partner, pritrjen na stacionarno fazo. Primer 
take interakcije je glutation S-transferaza – glutation. Po izolaciji ta večji fuzijski 
protein običajno odcepimo z ustreznimi endoproteazami [15]. 
d) MEMBRANSKA ADSORPCIJA 
Pri tej metodi uporabljamo modificirane membrane, na katere se veže iskan 
protein, preostanek raztopine pa preide skozi membranske pore. Glavna 
prednost te metode pred kromatografijo je večja hitrost, ki je posledica manjše 
upornosti por v primerjavi z zadrževanjem raztopine v velikih gelskih delcih 
stacionarne faze. 
Ko zaključimo z izbrano osrednjo fazo izolacije, običajno sledi menjava pufra ter 
dodatno čiščenje ali koncentriranje produkta, kar lahko izvedemo z dializo ali 
katerim drugim pristopom. Nazadnje preverimo koncentracijo izoliranega 
proteina. Če gre za biološko aktiven encim, pa po izolaciji preverimo tudi njegovo 
aktivnost in s tem posredno pravilnost zvitja [14][16]. 
1.3.1 Afinitetna kromatografija z imobiliziranim kovinskim ionom (IMAC) 
Pri diplomskem delu smo za izolacijo rekombinantnih proteinov uporabili 
afinitetno kromatografijo z imobiliziranim kovinskim ionom, ki je ena od 
najpogosteje uporabljenih tehnik za izolacijo rekombinantnih proteinov. Običajno 
temelji na direktni interakciji med histidinsko oznako (ang. His-tag), dodano na 
tarčnem proteinu, ter Ni2+, Co2+, Cu2+ ali Zn2+ ionom, pritrjenim na kelat. Na ta 
način se tarčna molekula začasno imobilizira, medtem ko preostanek zmesi 
prosto preide kolono. Za proteinsko oznako se uporablja zaporedje histidinov 
zaradi elektron donorske narave imidazolnega obroča, ki je del te aminokisline in 




sliki 3. Število histidinov, ki se vežejo, se lahko med različnimi izolacijami nekoliko 
razlikuje in je odvisno od narave posameznega proteina. Ravno tako je od 
strukture tarčnega proteina odvisno tudi mesto pritrditve oznake, ki je lahko na 
N- ali C-koncu. Vezan protein z nosilca odcepimo s spremembo pH ali povečano 
koncentracijo imidazola, ki izrine vezane histidine. 
Stacionarna faza je pri IMAC sestavljena iz trdnega nosilca, ki ga najpogosteje 
predstavljajo agarozni delci ali magnetne kroglice, ter kelatnega vmesnika. Eden 
od prvih uporabljenih vmesnikov je bila IDA, ki pa jo sedaj pogosteje 




Slika 3:  Prikaz interakcije med polihistidinsko oznako in stacionarno fazo Ni2+-NTA. Slika 
je povzeta po viru [15]. 




2 Namen dela in hipoteze 
Namen diplomske naloge je bil izolacija dveh ortogonalnih parov rekombinantnih 
proteinov Cas9 in ExoIII v fuziji z monomerom motiva ovite vijačnice ter 
rekombinantnega proteina ExoIII brez fuzijske vijačnice preko afinitetne 
kromatografije z imobiliziranim kovinskim ionom. 
Na podlagi obstoječe literature smo postavili naslednji hipotezi: 
1. V bakterijah E. coli je mogoče v topni obliki pripraviti rekombinantne oblike 
proteinov Cas9 in ExoIII z dodanimi α-vijačnicami po postopku, razvitem 
za oba proteina brez dodane α-vijačnice. 
2. Postopek izolacije rekombinantnih proteinov Cas9 in ExoIII z dodano 
α-vijačnico je iz bakterij E. coli mogoče izvesti po postopku, razvitem za 
oba proteina brez dodane α-vijačnice. 
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3 Materiali in metode  
3.1 Laboratorijska oprema 
Pri delu smo uporabili naprave, naštete v tabeli 1. 
Laboratorijska naprava Proizvajalec 
aparatura za AGE BioRad 
aparatura za NaDS-PAGE (Mini 
Protean II)  
BioRad 
aparatura za prenos western (Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer 
Cell) 
BioRad 
aparatura za varjenje vrečk Privileg 
avtomatske pipete različnih volumnov Eppendorf 
centrifuga J2-HS Beckman 
centrifuga Universal 32R Hettich 
elektroporator Gene Pulser Xcell BioRad 
G:BOX in pripadajoča računalniška 
oprema 
Syngene 
kivete Gene Pulser BioRad 
mikrovalovna pečica Gorenje 
namizna centrifuga MiniSpin Eppendorf 
spektrofotometer NanoDrop 1000 in 
pripadajoča računalniška oprema 
Thermo Fisher Scientific 
nastavki za avtomatske pipete PlastiBrand 
parni sterilizator A-500/700 Kambič 
ProFlex PCR System Thermo Fisher Scientific 
Tehtnica ET-1111 Tehtnica Železnik 
termoblok Thermomixer comfort Eppendorf 
 
Tabela 1: Uporabljene laboratorijske naprave 
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3.2 Standardi, kemikalije in pufri 
Pri delu smo uporabljali kemikalije in standarde, navedene v tabeli 2, uporabljeni 
pufri in raztopine pa so navedeni v tabeli 3. V tabeli 4 so navedeni uporabljeni 
komercialni kompleti reagentov za delo z DNA. 
Kemikalija ali standard Proizvajalec 
agaroza Sigma-Aldrich 
akrilamid Sigma-Aldrich 
amonijev persulfat Sigma-Aldrich 
β-merkaptoetanol Sigma-Aldrich 





etanol Carlo Erba Reagents 
etidijev bromid Sigma-Aldrich 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific 
glicerol Kemika 
gojišče LB po Millerju Sigma-Aldrich 






MgCl2 Avantor (VWR International) 
N,N’-metilen-bisakrilamid Sigma-Aldrich 
NaCl Merck 
NaDS Avantor (VWR International) 
Ni-NTA agaroza Qiagen 
nitrocelulozna membrana  Sigma-Aldrich 
metanol Avantor (VWR International) 
ocetna kislina Avantor (VWR International) 
Tabela 2: Uporabljeni standardi in kemikalije. 
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PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder 
Thermo Fisher Scientific 
Pierce ECL Western Blotting 
Substrate 
Thermo Fisher Scientific 
SuperSignal West Pico PLUS 
Chemiluminescent Substrate 
Thermo Fisher Scientific 
TEMED Sigma-Aldrich 
Tris Sigma-Aldrich 
Tween 20 Sigma-Aldrich 
 
  




pufer ali raztopina sestava 
10-kratni elektroforezni pufer 
z SDS 
30 g Tris, 10 g SDS, 144 g glicina, MQ do 1 l 
4-kratni reducirajoči vzorčni 
pufer z SDS 
320 mg SDS, 2 ml 0,5 M Tris/HCl (pH 6,8), 
3,2 ml glicerola, 0,8 ml β-merkaptoetanola, 
0,8 ml 1% (w/v) bromfenolmodro, 1,2 ml MQ 
50-kratni pufer TAE (za 
agarozno elektroforezo) 
2 M Tris, 57,1 ml ledocetna kislina, 50 mM 
EDTA, MQ do 1 l, pH 8,0 
5-kratni izotermalni (ISO) 
reakcijski pufer za 
sestavljanje po Gibsonu 
25% PEG 8000, 500 mM Tris-HCl (pH 7,5), 
50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM vsakega 
dNTP in 5 mM NAD+ 
6-kratni nanašalni pufer za 
agarozno elektroforezo 
0,25 % (w/v) bromofenolmodro, 0,25 % (w/v) 
ksilencianol, 40 % (w/v) glukoze v MQ 
barvilo CBB 17 % (v/v) ocetna kislina, 60 % (v/v) metanol, 
5 % (v/v) etanol, 0,25 % (w/v) barvilo CBB 
CPI His-tag mešanica proteaznih inhibitorjev za proteine s 
histidinsko oznako, brez EDTA 
elucijski pufer (izolacija 
proteinov) 
50 mM Tris, 500 mM NaCl, 250 mM imidazol, 
10 % (v/v) glicerol  
lizni pufer (izolacija 
proteinov) 
Tris 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, 
MgCl2 1 mM, benzoaza 1 µl/10ml, CPI His-tag 
2 µl/ml, lizocim 1 mg/ml 
pufer A (izolacija proteinov) 50 mM Tris, 2 mM NaCl, 20 mM imidazol, 
10 % (v/v) glicerol  
pufer B (izolacija proteinov) 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 
10 % (v/v) glicerol  
pufer za hranjenje proteinov 10 mM Tris, 300 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 
1 mM DTT, 20 % (v/v) glicerol  
pufer za prenos western 6,057 g Tris, 28,8 g glicina, 400 ml metanola, 
MQ do 2 l 
raztopina za blokiranje 
membrane (imunodetekcija) 
0,2 % (w/v) I-BLOCK v raztopini za spiranje 
membrane 
raztopina za spiranje 
membrane (imunodetekcija) 
1 X PBS (58 mM Na2HPO4, 17 mM 




Tabela 3: Uporabljeni pufri in raztopine. 




DreamTaq Hot Start Green PCR 
Master Mix 
Thermo Fisher Scientific 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit za 
izolacijo plazmidne DNA 
Thermo Fisher Scientific 
KAPA HiFi HotStart ReadyMix Roche 
peqGOLD Gel Extraction Kit za 
izolacijo fragmentov DNA iz 
agaroznega gela 
Avantor (VWR International) 
 
3.3 Encimi 
Pri delu smo uporabili encime, naštete v tabeli 5. Vse uporabljene encime 
hranimo v manjših alikvotih pri – 20 °C. 























lizocim glikozid hidrolaza liza bakterijskih 
celic 
Sigma-Aldrich 




Tabela 5: Uporabljeni encimi. 
Tabela 4: Uporabljeni komercialno dostopni kompleti reagentov. 
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3.4 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami 
3.4.1 Plazmidi in začetni oligonukleotidi 
Vektorji, ki smo jih uporabili pri delu, so našteti v tabeli 6. Poleg njih je napisan 
tudi segment, ki smo ga na posameznem vektorju pomnožili in uporabili pri delu. 
Plazmid Vir Pomnoženi del 
pET-28b-
Cas9-His 
Alex Schier, Addgene 
# 47327 
del od histidinske oznake do 
zapisa za Cas9 (opis v tekstu) 
pcDNA3-
EXOIII 
Kemijski inštitut, Odsek za 





Kemijski inštitut, Odsek za 





Kemijski inštitut, Odsek za 





Kemijski inštitut, Odsek za 





Kemijski inštitut, Odsek za 




Tabela 6: Uporabljeni vektorji. 
MATERIALI IN METODE 
17 
 
S plazmida pET-28b-Cas9-His (slika 4) smo pomnožili del od histidinske oznake 
(6xHis) do začetka zapisa za protein Cas9. Pomnoženi del smo uporabili kot 
ekspresijski vektor za vse vključke. Gre za plazmid, ki je bil pripravljen na osnovi 
ekspresijskega vektorja pET-28b (EMD Biosciences). Med ključnimi deli 
pomnoženega segmenta so gen za odpornost na antibiotik kanamicin (KanR), 
lac operon ter gen za inhibitor lac operona (lacI), gen za začetek podvojevanja 
plazmida (ori) ter T7 promotorska in terminatorska regija.  
 
Nukleotidna zaporedja vključkov po zaključku kloniranja so navedena v tabeli 7. 
  
Slika 4: Vektorska karta plazmida pET-28b-Cas9-His. Podrobnejši opis je v tekstu. 




































Tabela 7: Nukleotidna zaporedja zapisov za rekombinantne proteine, pripravljenih v 
okviru diplomske naloge. S črno je zapisano kodirajoče zaporedje rekombinantnega 
proteina ExoIII oz. Cas9, z rumeno histidinska oznaka (His), z zeleno start kodon in z 
rdečo stop kodon. 






































































































































































Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za 
pomnoževanje in preverjanje zaporedij vključkov, so navedena v tabeli 8. 
Temperaturo tališča (Tm) posameznih oligonukleotidov smo določili s spletnim 
orodjem OligoCalc. Za delo z začetnimi oligonukleotidi smo pripravili redčitve s 
koncentracijo 10 mM. 
  





nukleotidno zaporedje Tm 
vektor pET-28b 
pET28b fw TGAGATCCGGCTGCTAACAA 52 °C 
pET28b rw GGTATATCTCCTTCTTAAAGTT 
His6-ExoIII 




EXOIII pET28b rw CTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGCGGCGGA
AGGTCGCCCAGA 
P3-ExoIII-His 
P3-EXOIII-His pET28b fw TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGTCCCC
GGAAGATGAGAT 
60 °C 
P3-EXOIII-His pET28b rw CTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGT
GGTGGTGGTGGC 
His6-Cas9-P4 
His6-Cas9-P4 pET28b fw TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCACCA
CCACCACCACCA 
62 °C 
Cas9-P4 pET28b rw CTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAACCATATT
CCAGTGCGGCGT 
N6-ExoIII-His 
N6-EXOIII-His pET28b fw TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAAGAT
CGCCGCCCTGAAGGC 
60 °C 
P3-EXOIII-His pET28b rw CTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGT
GGTGGTGGTGGC 
His6-Cas9-N5 
His6-Cas9-P4 pET28b fw TTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCACCA
CCACCACCACCA 
62 °C 
Cas9-N5 pET28b rw CTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAAGATCGCC
GCCCTGGAGGCC 
preverjanje nt zaporedja vključkov 
PET5xyz GGTGATGTCGGCGATATAGG  
T7term CTAGTTATTGCTCAGCGGT  
 
Tabela 8: Začetni oligonukleotidi, uporabljeni v diplomski nalogi. V svetlo modrih celicah 
je navedeno ime segmenta, ki smo ga pomnožili z začetnimi oligonukleotidi, navedenimi 
v vrsticah pod njim. Tm – povprečna temperatura tališča obeh začetnih oligonukleotidov. 
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3.5 Materiali pri delu z bakterijami 
3.5.1 Uporabljeni bakterijski sevi 
Pri delu smo uporabljali kompetentne celice bakterije Escherichia coli. Za 
kloniranje smo uporabili sev DH5α (ThermoFisher Scientific), za izražanje 
proteinov pa seva NiCo21[DE3] (NEB) ter Rosetta[DE3]pLysS (Novagen). 
Sev NiCo21[DE3] izhaja iz seva BL21[DE3]. Gre za sev z mutacijami v genih, 
katerih produkti najpogosteje kontaminirajo frakcijo rekombinantnega proteina s 
histidinsko oznako pri IMAC [18]. 
Sev Rosetta[DE3]pLysS dodatno izraža molekule tRNA, ki prepoznajo tiste 
evkariontske kodone, ki so sicer pri bakterijah E. coli zelo redki. To nam 
omogoča, da v njem učinkoviteje izražamo tudi evkariontske proteine. Zapisi za 
te redke tRNA se nahajajo na ločenem plazmidu, zaradi česar celice gojimo na 
gojišču s kloramfenikolom. Ta sev smo uporabljali za izražanje proteinov 
Cas9 [19]. 
3.6 Materiali pri delu s proteini 
3.6.1 Protitelesa 
Vzorce proteinov smo analizirali z NaDS-PAGE, nato pa smo jih prenesli na 
nitrocelulozne membrane ter jih zaznavali s pomočjo specifičnih protiteles. 
Uporabili smo primarna monoklonska mišja protitelesa Anti-tetra-His (Qiagen) 
proti tetrahistidinskemu zaporedju ter v nekaterih poskusih s proteini Cas9 
primarna mišja monoklonska protitelesa Anti-CRISPR-Cas9 (Abcam). Poleg tega 
smo uporabili sekundarna poliklonska kozja protitelesa proti mišjim IgG, 
konjugirana s hrenovo peroksidazo (Santa Cruz). Primarna protitelesa smo redčili 
v razmerju 1:2000, sekundarna pa 1:4000. 
3.7 Delo z nukleinskimi kislinami 
3.7.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
PCR je široko uporabljena in vitro metoda, s katero pomnožimo specifični del 
matrične DNA. Določimo ga z ustreznima začetnima oligonukleotidoma, ki se 
prilegata na regiji navzgor (smerni) in navzdol (protismerni) od izbranega mesta. 
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Temelji na ponavljajočih se temperaturnih ciklih, pri katerih izmenično segrevamo 
in ohlajamo zmes. Na ta način reguliramo denaturacijo dvojne verige, prileganje 
začetnih oligonukleotidov ter pomnoževanje s temperaturno obstojno 
DNA-polimerazo (npr. Taq). Podrobneje te korake opisuje tabela 9. Poleg 
matrične DNA, začetnih oligonukleotidov in DNA-polimeraze moramo v zmes 
dodati še proste dNTP ter ustrezen pufer, kar običajno dobimo v komercialno 
dostopnih mešanicah reagentov. Sestava reakcijske mešanice je podana v 
tabeli 10. S to metodo lahko preko nukleotidnega zaporedja začetnih 
oligonukleotidov v zaporedje uvedemo tudi manjše dele kot so restrikcijska mesta 
ali zapise za peptidne oznake. 
Korak Temperatura Čas Št. ciklov 
začetna 
denaturacija 
95 °C 3 min 1 
denaturacija 98 °C 20 s 




Tm 15 s 
podaljševanje 72 °C 1 min / kb 
končno 
podaljševanje 
72 °C 5 min 1 
ohlajevanje 4 °C ∞ 1 
 
S PCR smo pomnožili zapise za rekombinantna proteina Cas9 in ExoIII v fuziji z 
ustrezno α-vijačnico ter del ekspresijskega vektorja. Z ustreznimi začetnimi 
oligonukleotidi smo na pomnožene fragmente uvedli približno 30 nt dolga 
zaporedja, homologna koncem fragmenta, s katerim smo želeli združiti 
pomnožek v reakciji sestavljanja po Gibsonu. 
  
Tabela 9: Standardni program za PCR. Število ciklov v 2. stopnji je odvisno od količine 
matrične DNA, ki jo dodamo v začetno zmes; Tm je odvisna od nukleotidne sestave 
začetnih oligonukleotidov in je za posamezno reakcijo navedena v tabeli 7; čas 
podaljševanja je odvisen od velikosti segmenta, ki ga pomnožujemo (formula je podana 
v tabeli). 




Sestavina Volumen Končna koncentracija 
matrična DNA odvisno od 
koncentracije 
(10 – 100 ng) 
do 4 mM 
smerni začetni 
oligonukleotid 
0,75 µl 0,3 mM 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
0,75 µl 0,3 mM 
KAPA HiFi HotStart 
ReadyMix 
12,5 µl  
MQ 10 µl  
Σ 25 µl  
 
3.7.2 PCR na osnovi kolonije 
Kot že ime pove, preverjanje konstruktov z metodo PCR na osnovi kolonije (ang. 
colony screening PCR) izvedemo že pred precepom kolonij v tekoča gojišča in 
izolacijo plazmidne DNA. Uporabna je predvsem pri težavnejših kloniranjih, kjer 
lahko tako hkrati preverimo več kolonij in si tako prihranimo precej časa, dela in 
stroškov. Uporabljen program je enak tistemu pri običajni reakciji PCR 
(tabela 10). 
Vzorce lahko analiziramo z AGE ali s kapilarno elektroforezo, od izbire pa je 
odvisno, ali bomo uporabili reakcijsko mešanico z barvilom ali brez. Pri našem 
delu smo uporabljali reakcijsko mešanico z zelenim barvilom. Sestava je opisana 
v tabeli 11.  
  
Tabela 10: Uporabljena reakcijska mešanica za eno reakcijo PCR. 




Sestavina Volumen oz. količina Končna koncentracija 
bakterijska kolonija 1  
smerni začetni 
oligonukleotid 
1 µl 0,5 mM 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
1 µl 0,5 mM 
DreamTaq Hot Start 
Green PCR Master Mix 
10 µl  
MQ 8 µl  
Σ 20 µl  
 
3.7.3 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Pri metodi AGE v električnem polju molekule DNA ločujemo glede na njihovo 
velikost in konformacijo. Na ta način torej lahko analiziramo mešanico, ki vsebuje 
določen DNA-konstrukt, pridobljen s PCR ali drugimi tehnikami, poleg tega pa 
lahko to tehniko uporabimo tudi za čiščenje produkta. Molekule DNA so negativno 
nabite, zato v električnem polju potujejo od negativne proti pozitivni elektrodi. 
Potujejo po gelu, ki lahko vsebuje različne koncentracije agaroze in je posledično 
različno gosto zamrežen. To koncentracijo izbiramo glede na predvidene velikosti 
produktov, pri čemer upoštevamo, da večje molekule skozi gel potujejo 
počasneje, večja zamreženost gela pa to potovanje še dodatno upočasni. 
Koncentracija agaroze v gelu je običajno med 0,8 in 2 %, raztapljamo pa jo v 
pufru TAE. 
Nanešeno DNA vizualiziramo z etidijevim bromidom, ki je interkalator in ob 
vzbujanju z UV-svetlobo oddaja svetlobo v vidnem spektru. Pri delu smo 
uporabljali gele z 0,8 % koncentracijo agaroze. 
3.7.4 Sestavljanje po Gibsonu 
Sestavljanje po Gibsonu (ang. Gibson assembly) je relativno nova metoda, ki so 
jo leta 2009 razvili dr. Daniel Gibson in kolegi [20]. Zaradi široke uporabnosti in 
praktičnosti je hitro postala ena od najpogosteje uporabljenih metod v 
molekulskem inženirstvu. S to metodo lahko združimo skoraj katerakoli dva 
fragmenta DNA, pri čemer nam v zaporedje ni treba uvesti dodatnih nukleotidov. 
Reakcija je hitra (1 h), zanjo je potrebno minimalno število korakov, izvaja se pri 
Tabela 11: Uporabljena reakcijska mešanica za eno reakcijo PCR na osnovi kolonije. 
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konstantni temperaturi (50 °C), poleg tega pa lahko v eni reakciji združimo več 
konstruktov.  
Sestavljanje temelji na homologiji koncev fragmentov, ki jih želimo združiti, pri 
čemer se segmenta v našem primeru prekrivata v približno 60 baznih parih. Za 
reakcijo uporabimo mikrocentrifugirko s 15 µl reakcijske mešanice, v katero 
dodamo željene fragmente v masnem razmerju približno 1:1. Pri tem pazimo, da 
končni volumen reakcije znaša 20 µl (po potrebi dopolnimo z MQ), masa 
posameznega fragmenta pa 10 - 100 ng. Reakcijska mešanica pred dodatkom 
DNA vsebuje 5-kratni pufer ISO, MQ ter eksonukleazo, DNA-polimerazo in 
DNA-ligazo, ki dodane segmente ustrezno obdelajo in združijo. 
3.7.5 Izolacija plazmidne DNA 
Plazmidno DNA smo izolirali iz agaroznega gela (po analizi z AGE) ter iz tekočih 
bakterijskih kultur, in sicer po navodilih proizvajalca uporabljenih komercialno 
dostopnih kompletov reagentov (tabela 4). 
Koncentracijo izolirane DNA smo določili z merjenjem absorbance pri valovni 
dolžini 260 nm s spektrofotometrom NanoDrop 1000. 
3.7.6 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Določanje nukleotidnega zaporedja je najnatančnejši pristop za analizo vključkov 
oz. pridobljenega plazmida. Na ta način lahko preverimo, ali konstrukti vsebujejo 
pravi insert brez točkovnih in drugih mutacij, do katerih lahko pride med 
postopkom kloniranja. 
Postopek določanja zaporedja je v našem primeru opravljalo nemško podjetje 
Eurofins Genomics, ki za to uporablja metode nove generacije, konkretno 
določevanje nukleotidnega zaporedja s sintezo in detekcijo fluorescence 
dodanega nukleotida. Predpripravljeni vzorci, ki jih pošljemo po pošti, vsebujejo 
ustrezen začetni nukleotid, ki ima v končnem volumnu koncentracijo 2,5 mM, 
80 – 100 ng očiščene DNA ter ustrezno količino MQ, s katero dopolnimo volumen 
do 10 µl. Mešanico pripravimo v sterilni 1,5 ml mikrocentrifugirki, na katero 
nalepimo unikatno črtno kodo, preko katere lahko na spletni strani podjetja 
dostopamo do zaporedij poslanih vzorcev. 
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3.8 Delo z bakterijskimi celicami 
3.8.1 Transformacija kompetentnih celic 
Transformacija je postopek, s katerim plazmidno DNA vnesemo v kompetentne 
bakterijske celice. Izvedemo jo lahko za pomnoževanje plazmida ali izražanje 
zapisa za določen protein v bakterijskih celicah. 
Pri delu smo uporabili standarden postopek transformacije. 200 µl uporabljenih 
kompetentnih celic, ki so jih predhodno pripravili tehniki, smo odtalili na ledu in 
vanje dodali 1 µl plazmida oz. 20 µl reakcijske mešanice po sestavljanju po 
Gibsonu. Celice smo približno 30 min inkubirali na ledu (pritrditev plazmidov na 
celično steno), nato pa smo jih za 4 min prestavili na 42 ˚C (toplotni šok, ki 
omogoči prehod plazmidne DNA v celico). Sledila je 2 min inkubacija na ledu, 
nato pa smo celicam dodali 1 ml tekočega gojišča LB ter jih približno 1 h stresali 
s 150 rpm pri 37 ˚C. Po zaključeni inkubaciji smo celice zbrali s centrifugo, odlili 
presežek gojišča ter jih resuspendirali v približno 50 µl preostalega gojišča. Celice 
smo razmazali na označene plošče s trdnim gojiščem LB in ustreznim 
antibiotikom ter jih inkubirali čez noč pri 37 ˚C oz. pri sobni temperaturi nekaj dni. 
3.8.2 Gojenje prekonočne bakterijske predkulture 
Pripravili smo sterilna tekoča gojišča LB (100 ml), v katera smo dodali ustrezne 
antibiotike. V gojišča smo s sterilnim zobotrebcem s trdnih gojišč precepili po 1 
bakterijsko kolonijo s potrjenim nt zaporedjem vnešenega rekombinantnega 
plazmida. Uporabili smo seve E. coli, primerne za izražanje proteinov z indukcijo 
z IPTG (podrobnejši opis v poglavju 3.5.1). Posode smo sterilno zaprli ter jih 
preko noči (približno 16 ur) stresali pri 37 °C s 160 rpm. 
3.8.3 Fermentacija in indukcija izražanja proteinov 
Po zaključenem prekonočnem gojenju smo odvzeli vzorec kulture ter mu izmerili 
OD600. Nato smo v sveže tekoče gojišče LB z ustreznimi antibiotiki prenesli 
tolikšen volumen prekonočne kulture, da je OD600 sveže kulture znašal 0,1. Na ta 
način smo izenačili začetno gostoto bakterijskih kultur med vzorci. Ustrezen 
volumen inokuluma smo preračunali po formuli: 
𝑉(𝑖𝑛𝑜𝑘𝑢𝑙𝑢𝑚) =  
𝑉(𝑝𝑟𝑒𝑘𝑜𝑛𝑜č𝑛𝑎 𝑘𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎)×0,1
𝑖𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒𝑛𝑎 𝑂𝐷600
    (1) 
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Kulturo smo stresali s 160 rpm pri 37 °C, dokler ni OD600 dosegel vrednosti med 
0,6 in 0,9. Takrat smo v gojišče dodali IPTG v končni koncentraciji 0,2 mM ter 
gojišče stresali pri pogojih, ki smo jih predhodno določili s serijo testnih 
fermentacij. Te so podrobneje opisane v poglavjih 3.8.4 in 4.2. 
Po končani inkubaciji smo celice 10 min centrifugirali pri 4000 g pri 4 °C, odstranili 
supernatant ter jih zamrznili pri – 20 °C. 
3.8.4 Izvedba testnih fermentacij 
Testne fermentacije označujejo serijo poskusov, pri katerih sistematično 
spreminjamo pogoje gojenja bakterij, ki izražajo željen protein. Njen namen je 
določanje optimalnih pogojev za gojenje, saj so ti za vsak protein nekoliko 
drugačni. Gojenje predkultur smo v vseh primerih izvedli po postopku, opisanem 
v poglavju 3.8.3. Indukcijo smo izvedli v 100 ml gojiščih, in sicer pod pogoji, 
naštetimi v tabeli 12. 
Plazmid Ekspresijski sev Pogoji gojenja med 
indukcijo 
pET28b-ExoIII-His6 NiCo21[DE3] a) 4 h, 37 °C 
b) 6h, 30 °C 
c) preko noči, 25 °C 
pET28b-P3-ExoIII-His6 NiCo21[DE3] a) 4 h, 37 °C 
b) 6h, 30 °C 
c) preko noči, 25 °C 
pET28b-His6-Cas9-P4 NiCo21[DE3], 
Rosetta[DE3]pLysS 
a) 4 h, 37 °C 
b) 6h, 30 °C 
c) preko noči, 25 °C 
d) preko noči, 16 °C 
pET28b-N6-ExoIII-His6 NiCo21[DE3] a) 4 h, 37 °C 
b) 6h, 30 °C 
c) preko noči, 25 °C 
pET28b-His6-Cas9-N5 NiCo21[DE3], 
Rosetta[DE3]pLysS 
a) 4 h, 37 °C 
b) 6h, 30 °C 
c) preko noči, 25 °C 
d) preko noči, 16 °C 
 
Tabela 12: Preizkušeni pogoji za indukcijo izražanja rekombinantnih proteinov. V primeru 
rekombinantnih proteinov Cas9 smo naštete pogoje gojenja preizkusili v obeh naštetih 
sevih E.coli. 
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Ko so bili tej pogoji določeni, je sledilo izražanje proteinov v preparativnem merilu, 
v volumnu 1,5 l. 
3.8.5 Priprava celičnih lizatov 
Z lizo bakterijskih celic se vsebina celice vključno z izraženimi proteini sprosti v 
medij in tako postane dostopna za izolacijo. Gre torej za prvi korak pri izolaciji 
proteinov. Zaradi velike temperaturne občutljivosti proteinov ter delovanja 
proteaz z vzorci ves čas delamo na ledu in tako preprečimo njihovo razgradnjo. 
Celice smo najprej lizirali v liznem pufru (2 ml za testne fermentacije oz. 20 ml za 
preparativne), ki smo mu tik pred uporabo dodali MgCl2, CPI His-tag, benzoazo 
ter lizocim. Centrifugirke s celicami smo nato prenesli v čašo z ledom ter jih 2 min 
oz. do opaznega zmanjšanja viskoznosti razbijali še z ultrazvokom pri amplitudi 
20 % (1 s razbijanja, 3 s premora). Nato smo vzorce 30 min centrifugirali pri 
16 450 g ter 4 °C. Po zaključku centrifugiranja smo supernatant prenesli v sveže 
centrifugirke ter odvzeli vzorce topnih in netopnih frakcij za analizo z 
NaDS-PAGE. Vzorce smo shranili pri – 20 °C. 
3.9 Delo s proteini 
3.9.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata (NaDS-PAGE) in barvanje proteinov s CBB 
Z NaDS-PAGE smo proteine na zamreženem gelu ločili glede na njihovo maso. 
Na ta način smo analizirali vzorce topnih in netopnih frakcij po različnih 
fermentacijah ter različne frakcije, pridobljene med izolacijo proteinov. Pred 
analizo smo proteinskim vzorcem dodali reducirajoči nanašalni pufer z NaDS, ki 
je proteine denaturiral. Molekule NaDS delujejo kot surfaktant, ki se veže na 
protein in ga ob tem denaturira (slika 5). Na tak način ustvarijo enakomeren 
negativen naboj na celotni površini proteina, ki je sorazmeren njegovi velikosti. 





Slika 5: Delovanje NaDS na denaturiran protein. Na levi strani je prikazan protein v 
nativnem zvitju, na desni pa po denaturaciji, obdan z molekulami NaDS. 
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Za analizo smo uporabili 4 % koncentracijski ter 10 % ločevalni gel (sestava je 
opisana v tabeli 12). Elektroforeza je potekala pri konstantni napetosti 200 V 
približno 45 min. 
Komponenta Volumen 
koncentracijski gel (4 %) 
MQ 4,46 ml 
1,5 M pufer Tris-HCl (pH 6,8) 1,88 ml 
10 % (w/v) NaDS 75 µl 
30 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid 1 ml 
10 % (w/v) APS 75 µl 
TEMED 7,5 µl 
ločevalni gel (10 %) 
MQ 5,7 ml 
1,5 M pufer Tris-HCl (pH 8,8) 3,9 ml 
10 % (w/v) NaDS 150 µl 
30 % (w/v) akrilamid-bisakrilamid 5,1 ml 
10 % (w/v) APS 150 µl 
TEMED 15 µl 
 
Po zaključeni elektroforezi smo en gel uporabili za prenos western ter 
imunodetekcijo, drugega pa smo obarvali z barvilom CBB. Pri tem smo sledili 
navodilom proizvajalca. 
3.9.2 Prenos western in imunodetekcija proteinov na membrani 
S prenosom western smo proteine, ločene z NaDS-PAGE, prenesli iz gela na 
membrano, kjer smo jih zaznavali s primarnimi in sekundarnimi protitelesi. 
Gel s proteini smo po zaključeni NaDS-PAGE sprali z MQ ter ga vstavili v 
aparaturo za prenos western, poleg v pufer namočene nitrocelulozne membrane 
in ostalih komponent aparature. Prenos western smo izvajali približno 2 h pri 
konstantnem toku 350 mA. Zaradi močnega segrevanja smo v aparaturo dodali 
tudi hladilni vložek, ki smo ga po 1 h zamenjali. 
Tabela 12: Sestava uporabljenega koncentracijskega in ločevalnega gela za 
NaDS-PAGE. Iz napisanih volumnov pripravimo dva gela. Odstotki ob gelu se 
nanašajo na koncentracijo akrilamida. 
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Po končanem prenosu smo membrano 1 h blokirali z raztopino I-Block pri sobni 
temperaturi. Nato smo jo prenesli v raztopino primarnih protiteles in jo preko noči 
stresali pri 4 °C. Naslednji dan smo jo trikrat po 5 min spirali s pufrom PBST, nato 
pa smo jo še 1 h stresali v raztopini sekundarnih protiteles pri sobni temperaturi. 
Po tej inkubaciji smo membrano ponovno spirali s pufrom PBST, nato pa smo jo 
pripravili za zaznavanje fluorescence. 
Uporabljena sekundarna protitelesa so konjugirana z encimom hrenovo 
peroksidazo (HRP), ki nam omogoča detekcijo označenih proteinov preko 
zaznave luminiscence ob razgradnji substrata. Pri nanosu mešanice s 
substratom, ki vsebuje luminol in peroksid, smo sledili navodilom proizvajalca. 
Luminiscenco smo zaznavali z napravo G:BOX (Syngene) in pripadajočo 
programsko opremo. 
3.9.3 Izolacija proteinov 
Za izolacijo rekombinantnih proteinov smo uporabili metodo nikljeve afinitetne 
kromatografije, ki je podrobneje opisana v poglavju 1.3.1. 
Kolono z volumnom nosilca 40 ml (proizvajalec Genesis Industries Project) smo 
najprej sprali z 10 ml etanola ter še 10 ml MQ, nato pa smo jo skalibrirali z liznim 
pufrom. Ko je ta prešel celotno kolono, smo nanesli topno frakcijo celičnih lizatov 
(20 ml), ki smo jo na dnu zbirali v čašo ter jo še enkrat spustili preko kolone. Na 
ta način smo zagotovili, da se je na stacionarno fazo vezala maksimalna količina 
proteina. Kolono smo nato zaporedoma spirali z ohlajenimi pufri z naraščajočo 
koncentracijo imidazola, dokler A280 nevezanih frakcij ni padla na 0,01 – 0,02. 
Protein smo sprali s kolone z 20 ml elucijskega pufra, frakcije, v katerih smo z 
merjenjem absorbance svetlobe pri 280 nm valovne dolžine zaznali prisotnost 
proteina, pa smo nato združili ter jih preko noči dializirali pri 4 °C proti pufru za 
hranjenje proteinov. Z dializo smo se znebili morebitnih kontaminant, ki so še 
ostale v vzorcu, ter zamenjali elucijski pufer z visoko koncentracijo imidazola za 
pufer za shranjevanje.  
3.9.4 Določanje koncentracije proteinov 
Koncentracije proteinov smo določali na dva načina, in sicer z merjenjem 
absorbance svetlobe valovne dolžine 280 nm ter z metodo BCA. 
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Proteini v raztopini zaradi aromatskih obročev ustreznih aminokislin absorbirajo 
svetlobo valovne dolžine 280 nm. Za določanje koncentracije proteinov v vzorcih 




   (2) 
pri čemer je A280 izmerjena absorbanca vzorca pri valovni dolžini 280 nm, 
ε molarni absorpcijski koeficient proteina, l dolžina kivete, c pa koncentracija 
proteina v mg/ml. Pri tej metodi moramo upoštevati, da lahko določena 
koncentracija odstopa od realnega stanja, saj je odvisna od zastopanosti 
aromatskih aminokislin v proteinu, poleg tega pa lahko nanjo vpliva tudi 
absorbcija morebitnih nečistoč, prisotnih v raztopini. Kljub temu gre za zelo hitro 
in priročno metodo, zaradi česar smo jo uporabili za sprotno določanje 
koncentracije proteinov v vzorcih med izolacijo. 
Za določanje koncentracije proteinov v končnih vzorcih smo uporabili metodo 
BCA. Gre za metodo, ki ravno tako temelji na merjenju absorbance vzorca, le da 
v tem primeru uporabljamo poseben reagent, ki absorbira svetlobo z valovno 
dolžino 562 nm. Gre za reakcijo v dveh korakih. Ob dodatku reagenta, ki vsebuje 
BCA, bakrov(II) sulfat, natrijev karbonat, natrijev bikarbonat in natrijev tartrat, 
najprej poteče biuretska reakcija, pri kateri proteini reducirajo Cu2+ ion v Cu1+, kar 
je razvidno kot modro-vijolično obarvanje raztopine. Na nastali ion se v 
naslednjem koraku vežeta dve molekuli BCA, kar vodi v nastanek topnega 
vijolično obarvanega kompleksa (slika 6B). Količina nastalega kompleksa je torej 
odvisna od količine nastalih ionov Cu1+, ta pa je v največji meri odvisna od 
zastopanosti aminokislin cistein, tirozin in triptofan. Kljub manjšim razlikam med 
proteini to odstopanje ni tako izrazito kot pri direktnem merjenju absorbance 
vzorcev pri 280 nm, zaradi česar velja metoda BCA za bolj univerzalno uporabno 
in primerljivo [21]. 
 





4.1 Priprava zapisov za variante proteinov Cas9 in ExoIII 
S sestavljanjem po Gibsonu smo uspešno pripravili 4 rekombinantne plazmide z 
vključki Cas9 oz. ExoIII v povezavi z ustreznimi α-vijačnicami in histidinskimi 
oznakami (slika 7) ter kontrolni plazmid z zapisom za ExoIII in histidinsko oznako. 
Vključke smo vstavili v ekspresijski vektor na osnovi pET28b, ki ima promotorsko 
in terminatorsko regijo T7 ter operator lac. 
Posamezne fragmente za reakcijo sestavljanja po Gibsonu smo pripravili z 
metodo PCR, uspešnost reakcij pa smo preverili z AGE (slika 8). Produkte, ki so 
zavzemali pričakovane velikosti, smo izrezali in izolirali iz gela ter jih uporabili v 
reakciji sestavljanja po Gibsonu. Z reakcijskimi mešanicami smo nato 
transformirali bakterijski sev E. coli DH5α. Za selekcijo pozitivnih klonov smo 
uporabili gojišča s kanamicinom.  
Uspešnost sestavljanja smo najprej preverili s PCR na osnovi kolonije, pozitivnim 
klonom pa smo določili še nt zaporedje. S kloni, ki so vsebovali brezhiben 
vključek, smo transformirali enega od ekspresijskih sevov bakterije E. coli ter jih 
uporabili za izražanje proteinov.  
Slika 7: Primera končnih produktov kloniranja. KanR – gen za odpornost na 
kanamicin; His6 – histidinska oznaka; lacO – operator lac; lacI – gen za represor 





4.2 Izražanje rekombinantnih proteinov Cas9 in ExoIII v bakteriji 
E. coli in njihova izolacija 
Z rekombinantnimi vektorji smo transformirali bakterijska seva E. coli 
NiCo21[DE3] ter Rosetta[DE3]pLysS, ki sta primerna za z IPTG inducirano 
izražanje rekombinantnih proteinov preko RNA-polimeraze T7. Celice smo gojili 
na selekcijskih gojiščih (kanamicin, pri sevu Rosetta[DE3]pLysS pa še 
kloramfenikol) in tako zagotovili ohranjanje plazmidov v celicah. 
Ker smo rekombinantne proteine izražali prvič, smo pred gojenjem v večjih 
volumnih izvedli serijo fermentacij pod testnimi pogoji in tako določili optimalen 
način gojenja za posamezen protein. Iz vseh kultur smo po zaključeni fermentaciji 
pripravili celične lizate ter odvzeli vzorce topnih in netopnih frakcij. Uspešnost 
izražanja smo nato preverjali z metodama NaDS-PAGE in prenosom western v 
povezavi z imunodetekcijo. Pogoje, ki so se izkazali za najuspešnejše, smo nato 
uporabili pri preparativnih fermentacijah. Našteti so v tabeli 13. 
  
Slika 8: Analiza nekaterih produktov reakcije PCR. Na sliki je prikazan gel s produkti 
pomnoževanja regije his6-ExoIII. Uporabljen je standard velikosti Generuler 1kb (st), 





Plazmid Ekspresijski sev Pogoji gojenja 
(fermentacija) 
pET28b-ExoIII-His6 NiCo21[DE3] 4 h, 37 °C 
pET28b-P3-ExoIII-His6 NiCo21[DE3] 4 h, 37 °C 
pET28b-His6-Cas9-P4 NiCo21[DE3], 
Rosetta[DE3]pLysS 
preko noči, 16 °C 
pET28b-N6-ExoIII-His6 NiCo21[DE3] 4 h, 37 °C 
pET28b-His6-Cas9-N5 NiCo21[DE3], 
Rosetta[DE3]pLysS 
preko noči, 16 °C 
Pri gojenju proteinov Cas9 smo izvedli serijo poskusnih izražanj, s katero smo 
želeli določiti najprimernejši sev celic, optimalno temperaturo in čas gojenja. Oba 
proteina smo izražali v celicah NiCo21[DE3] in v celicah Rosetta[DE3]pLysS pri 
16 °C preko noči ter v celicah Rosetta[DE3]pLysS 4 h pri 37 °C. 
Protein Cas9-N5 smo z gojenjem celic pri 16 °C uspešno izrazili tako v celicah 
NiCo21[DE3] kot tudi Rosetta[DE3]pLysS. S slike 9 je razvidno, da je bilo 
izražanje močnejše v celicah NiCo21[DE3]. Protein je bil prisoten tako v topni kot 
tudi v netopni frakciji, vendar je bil delež v topnih frakcijah za celice 
Rosetta[DE3]pLysS večji, za NiCo21[DE3] pa prisotnosti proteina v netopni 
frakciji ne moremo nedvoumno določiti. Poleg tarčnega proteina smo z 
imunodetekcijo zaznali tudi nekaj drugih produktov. Pri lisah, manjših od 
pričakovane velikosti, gre najverjetneje za razgradne produkte Cas9, saj smo za 
imunodetekcijo uporabili primarna protitelesa proti CRISPR-Cas9, ki se vežejo 
izključno na del proteina Cas9. Posebno pri netopnih frakcijah Cas9-N5, kjer je 
koncentracija proteinov nekoliko višja, je najverjetneje prišlo tudi do nespecifične 
vezave protiteles, kar je razvidno kot močno obarvanje čez večino proge z 
vzorcem (NiCo 16°C, Rosetta 37 °C). 
Tabela 13: Fermentacijski pogoji z najvišjim izražanjem rekombinantnih proteinov. V 
prvem stolpcu je navedeno ime plazmida z zapisom za rekombinantni protein, ki smo 





Proteina Cas9-P4 s tem poskusom nismo zaznali niti v topnih niti v netopnih 
frakcijah. Glede na izjemno podobnost v strukturi s proteinom Cas9-N5 in 
posledično tudi lastnostih lahko sklepamo, da so ti rezultati posledica napake pri 
delu in ne dejanskega neizražanja proteina pod testiranimi pogoji. Do napake je 
lahko prišlo pri gojenju celic ali indukciji, obstaja pa tudi možnost nepravilnosti pri 
pripravi vzorcev za analizo z NaDS-PAGE ali pri nanosu na gel. Predvsem pri 
netopni frakciji Ros 37 °C, kjer smo zaznali nekaj proteinov z manjšo molekulsko 
maso, obstaja tudi možnost razgradnje proteina in nastanka razgradnih 
produktov, ki bi lahko predstavljali lise pri manjših molekulskih masah. Kljub 
negativnim rezultatom analize z NaDS-PAGE smo protein Cas9-P4 poskusili 
izraziti v preparativnem merilu. Zaradi zaznane prisotnosti proteina Cas9-N5 v 
obeh sevih celic pri gojenju pri 16 °C, smo oba proteina preparativno izrazili v 
obeh sevih. 
S serijo poskusnih izražanj za proteine ExoIII smo želeli določiti temperaturo in 
čas gojenja bakterijskih celic, pri katerih se izrazi največja količina topnega 
proteina. Celice NiCo21[DE3] smo gojili 4 h pri 37 °C, 6 h pri 30 °C in preko noči 
pri 25 °C. 
Slika 9: Analiza testnih fermentacij za proteina Cas9-N5 in Cas9-P4 z NaDS-PAGE 
(imunodetekcija). Z rumenima puščicama sta označeni lisi, ki ustrezata pričakovani velikosti 
rekombinantnega proteina Cas9-N5 (~ 225 kDa). NiCo označuje izražanje v celicah 
NiCo21[DE3], Ros pa v celicah Rosetta[DE3]pLysS. Navedena temperatura se nanaša na 
temperaturo gojenja. A – analiza topnih frakcij celičnih lizatov; B – analiza netopnih frakcij 
celičnih lizatov. Uporabljen je standard velikosti PageRuler Plus (st), označena je velikost 




Na sliki 10 je prikazan gel po analizi z NaDS-PAGE, barvan z barvilom CBB. Iz 
rezultatov je razvidno, da protein najverjetneje nastaja pod vsemi testiranimi 
pogoji, vendar je njegova koncentracija v topni frakciji najvišja pri gojenju pri 
37 °C (lisa, označena z rumeno puščico). Kljub temu, da smo te pogoje potrdili 
za protein P3-ExoIII, smo jih zaradi podobnosti v strukturi in lastnostih uporabili 
pri preparativnem izražanju vseh treh variant proteinov ExoIII. Analize topnih in 
netopnih frakcij celičnih lizatov preparativnih kultur, v katerih smo izražali proteina 
P3-ExoIII in N6-ExoIII, je prikazan na sliki 11. Proteina smo po analizi z 
NaDS-PAGE in prenosu western detektirali s protitelesi. Uporabili smo primarna 
protitelesa, ki se vežejo na histidinsko oznako. Rezultati kažejo, da sta oba 
proteina prisotna v topnih frakcijah, torej je bila izbira pogojev za gojenje prava. 
  
Slika 10: Analiza testnih fermentacij za proteina N6-ExoIII in P3-ExoIII z NaDS-PAGE 
(barvanje s CBB). Uporabili smo sev NiCo21[DE3]. Z rumeno puščico je označena lisa, ki 
ustreza pričakovani velikosti rekombinantnega proteina P3-ExoIII (~ 37 kDa). SN - topne 
frakcije celičnih lizatov; IB - netopne frakcije celičnih lizatov. Uporabljen je standard 






Glede na te rezultate smo rekombinantne proteine pod optimalnimi pogoji izrazili 
v 1,5 l merilu ter pripravili celične lizate. Iz njih smo nato z nikljevo afinitetno 
kromatografijo izolirali iskane proteine. Med izolacijo smo čistost vezane frakcije 
posredno spremljali preko merjenja absorbance pri 280 nm frakcijam, ki so prešle 
kolono, zajete frakcije pa smo analizirali tudi z NaDS-PAGE. Iz slik 12 in 13 je 
razvidno, da je bila vezava rekombinantnih proteinov na kolono uspešna, saj med 
izolacijo ni prišlo do večjih izgub. Analizirali smo tudi vzorce iz prvih štirih 
elucijskih frakcij (slika 14) in tako okvirno določili, kolikšen volumen elucijskega 
pufra preteče kolono, preden se protein začne eluirati. 
Elucijske frakcije smo združili in dializirali proti pufru za shranjevanje proteinov, 
čist produkt pa smo nato shranili pri – 80 °C. Koncentracije uspešno izoliranih 
proteinov (brez P3-ExoIII) so podane v zadnjih vrsticah tabele 13, grafično pa na 
sliki 17. Na sliki 15 je prikazana analiza nekaterih izoliranih proteinov z 
NaDS-PAGE, iz katere je razvidno, da izolacija proteina Cas9-P4 ni bila uspešna. 
 
 
Slika 11: Analiza celičnih lizatov za proteina N6-ExoIII in P3-ExoIII z NaDS-PAGE 
(imunodetekcija). Indukcija je potekala 4 h pri 37 °C. Uporabljen je bil sev NiCo21[DE3]. 
Z rumenima puščicama sta označeni lisi, ki ustreza pričakovani velikosti rekombinantnih 
proteinov P3-ExoIII in N6-ExoIII (~ 37 kDa). SN - topne frakcije celičnih lizatov; IB - 
netopne frakcije celičnih lizatov. Uporabljen je standard velikosti PageRuler Plus (st), 






Slika 12: Analiza nevezanih frakcij, zajetih med izolacijo proteinov Cas9-P4 in Cas9-N5 
z NaDS-PAGE (barvanje s CBB). Ob standardu (st) je nanešen vzorec izoliranega 
proteina Cas9-N5. Pri nadaljnjih vzorcih oznaka N5 označuje frakcije, pridobljene s 
kolone z vezanim proteinom Cas9-N5, P4 pa s kolone z vezanim proteinom Cas9-P4. 
FT1/2 – nevezana frakcija topnega dela celičnega lizata po prvem (FT1) oz. drugem 
(FT2) nanosu na kolono. Uporabljen je standard velikosti PageRuler Plus, označena je 
velikost ključnih standardov v kDa. 
Slika 13: Analiza nevezanih frakcij, zajetih med izolacijo proteinov P3-ExoIII in N6-ExoIII z 
NaDS-PAGE (imunodetekcija). Na gelu je prišlo do minimalne detekcije proteinov, ki ustrezajo 
velikosti ExoIII (~ 37 kDa), iz česar lahko sklepamo, da je bila vezava na kolono uspešna. 
FT1/2 – nevezana frakcija topnega dela celičnega lizata po prvem (FT1) oz. drugem (FT2) 
nanosu na kolono. Uporabljen je standard velikosti PageRuler Plus, označena je velikost 




Z metodo BCA smo določili koncentracije nekaterim uspešno izoliranim 
proteinom. Najprej smo pripravili ustrezne standarde, jim izmerili absorbanco ter 
na podlagi meritev narisali umeritveno krivuljo (slika 16). S pomočjo enačbe 
nastale premice smo nato določili koncentracije proteinov v naših vzorcih. Merili 
Slika 14: Analiza prvih štirih elucijskih frakcij pri izolaciji proteinov P3-ExoIII, N6-ExoIII in Cas9-
P4 z NaDS-PAGE (barvanje s CBB). Volumen elucijskih frakcij je bil 2 ml. Protein se je začel 
eluirati s kolone po preteku približno 4 ml elucijskega pufra. Izolacija proteina Cas9-P4 ni bila 
uspešna (pričakovana velikost ~ 225 kDa). Uporabljen je standard velikosti PageRuler Plus 
(st), označena je velikost ključnega standarda v kDa. 
Slika 15: Analiza izoliranih proteinov z NaDS-PAGE (barvanje s CBB). Vsi proteini, prikazani 
na sliki, razen Cas9-P4, zavzemajo pričakovane velikosti. Vidnih je nekaj šibkih lis na mestih, ki 
ne ustrezajo pričakovanim velikostim. Najverjetneje pripradajo razgradnim produktom (manjše 
velikosti) in oligomerom oz. agregatom zaradi nepopolne denaturacije (večje velikosti) izoliranih 
proteinov, lahko pa gre za nečistoče. Uporabljen je standard velikosti PageRuler Plus (st), 




smo absorbanco 5-krat redčenih vzorcev. Meritve in preračunane koncentracije 





ST1 0,087 0 
ST2 0,179 0,02 
ST3 0,196 0,05 
ST4 0,289 0,08 
ST5 0,323 0,1 
ST6 0,510 0,2 
ST7 0,756 0,4 
ST8 0,911 0,5 
ST9 1,295 0,8 
ExoIII 0,276 0,42 
N6-ExoIII 0,194 0,14 
Cas9-N5 0,367 0,73 
Tabela 14: Primer izračuna koncentracij izoliranih proteinov. V prvem stolpcu je 
navedena oznaka proteina, ki smo mu določali koncentracijo. ST označuje standardne 
raztopine proteina BSA z znanimi koncentracijami. 
Slika 16: Graf odvisnosti absorbance pri 565 nm od koncentracije proteinskih 
standardov. S podano enačbo premice smo izračunali koncentracije izoliranih 





Namen diplomske naloge je bil priprava rekombinantnih proteinov Cas9 in ExoIII 
v fuziji z različnimi monomeri ovitih vijačnic ter njihova čim učinkovitejša izolacija, 
kar smo delno izpolnili. Uspešno smo izolirali vse proteine razen Cas9-P4. 
Konstrukte smo pripravili in brez večji težav vstavili v ekspresijski vektor 
pET28b-Cas9-His z osnovnimi tehnikami molekulskega kloniranja. Nekaj težav 
smo imeli le s kloniranjem konstrukta pET28b-His6-Cas9-N5. Težave smo rešili 
z manjšo spremembo uporabljenih začetnih oligonukleotidov. 
Za izolacijo proteinov smo izbrali nikljevo afinitetno kromatografijo, zaradi česar 
smo konstruktom dodali histidinsko oznako. To metodo, pogosto v kombinaciji s 
kationsko izmenjevalno kromatografijo, priporoča tudi literatura [22][23][24]. Za 
slednjo se pri delu nismo odločili, saj smo bili s čistostjo vzorca zadovoljni že po 
ločevanju z nikljevo afinitetno kromatografijo. Pri sestavi pufrov smo se zgledovali 
po komercialno dostopnih pufrih ter pufrih, opisanih v literaturi [24]. Tako v primeru 
izolacije proteinov Cas9 kot tudi ExoIII smo pH pufrov umerili na 8,0, saj ta 
primerno odstopa od izoelektrične točke obeh proteinov (pI(Cas9) = 6,4, 
pI(ExoIII) = 5,8). Na ta način smo preprečili oboritev med izolacijo ali hranjenjem. 
Pri analizi vzorcev z imunodetekcijo smo naleteli na nekaj zapletov, ki smo jih v 
največji meri pripisali težavam z založnimi protitelesi ter kontaminaciji zaloge z 
membranami, saj sta se ti dve težavi pojavili tudi pri poskusih nekaterih drugih 
raziskovalcev na odseku (nečistoče, ki so razvidne na sliki 10). V primeru 
protiteles obstaja možnost razgradnje oz. (delne) denaturacije zaradi slabega 
ravnanja z založno raztopino (predolgo čakanje na sobni temperaturi, večkratno 
odmrzovanje itd.), kar vodi v zmanjšano oz. izgubljeno zmožnost vezave in 
posledično detekcije tarčnih proteinov. Obstaja tudi možnost napake pri izvedbi 
poskusa kot je nanos premajhne količine vzorca, neuspešno označevanje s 
protitelesi, razgradnja vzorcev med pripravo ali analizo in tako naprej. Kljub temu 
smo uspeli s ponovitvijo analize in meritvami absorbance elucijskih frakcij ter 
dializiranih vzorcev potrditi uspešnost izražanja večine rekombinantnih proteinov. 
Literatura za proizvodnjo proteinov Cas9 in ExoIII navaja nekoliko različne pogoje 
gojenja [5][24][25], zaradi česar smo se kljub minimalni razliki v lastnostih proteinov 




netopnih frakcij celičnih lizatov z NaDS-PAGE smo uspeli določiti optimalne 
pogoje gojenja, ki smo jih uporabili pri gojenju v preparativnem merilu. V primeru 
proteinov Cas9 smo za gojenje uporabili dva seva celic E. coli, in sicer 
NiCo21[DE3] ter Rosetta[DE3]pLysS. Celice Rosetta[DE3]pLysS smo izbrali 
zaradi prisotnosti človeških kodonov v zaporedju proteina Cas9 (brez fuzij), 
vendar se je izkazalo, da je izražanje teh rekombinantnih proteinov kljub manjši 
zastopanosti tRNA s sesalskimi kodoni celo uspešnejše v celicah NiCo21[DE3] 
kot Rosetta (slika 8). Uporabljeni pogoji se v veliki meri skladajo z navedbami iz 
literature, kar delno potrjuje prvo hipotezo. Za gojenje bakterij z zapisi za 
rekombinantne proteine Cas9 smo kot najboljše za izražanje topnih proteinov 
določili prekonočno gojenje pri 16 °C, kar je zelo podobno prekonočnemu gojenju 
pri 18 °C, navedenem v nekaterih publikacijah [24]. Celice, ki so po indukciji 
izražale rekombinantne proteine ExoIII, smo gojili 4 h pri 37 °C. Literatura v 
primeru sorodnih proteinov kot optimalno navaja prekonočno gojenje pri 
28 °C [25], kar od pridobljenih rezultatov odstopa, saj se gojenje pri 30 °C v našem 
primeru ni izkazalo za uspešno. Kljub temu meritve koncentracij rekombinantnih 
proteinov po izolaciji in dializi ter analiza vzorcev z NaDS-PAGE (slika 15) kažejo 
na to, da so bili izbrani pogoji primerni. Zaradi neuspešne izolacije proteina Cas9-
P4, ki predstavlja del ortolognega para s P3-ExoIII, slednjemu nismo izmerili 
končne koncentracije v izoliranem vzorcu, saj za morebitno nadaljnje delo sam 
po sebi ni uporaben. 
Ker smo v okviru diplomskega dela izolirali variante encimov, bi bilo smiselno 
poleg koncentracije preveriti še pravilnost zvitja oz. funkcionalnost izoliranih 
proteinov. Glede na naravo teh dveh encimov bi bilo to najbolj smiselno preveriti 
z vnosom posameznih ortolognih parov v linije sesalskih celic z ustreznim tarčnim 
zaporedjem v genomu, na katerega deluje protein Cas9. To bi se dalo na 
enostaven način preveriti na primer na celični liniji, ki ima stabilno vgrajen gen za 
zeleni fluorescenčni protein. V celice bi sočasno vnesli pripravljene 
rekombinantne proteine in usmerjevalno RNA, ki bi tarčno prepoznavala gen za 
GFP. Učinkovitost delovanja proteinov bi tako lahko določili preko zniževanja 
fluorescence v celicah. Nadalje bi lahko s PCR preverili stopnjo urejanja genoma 
in rezultate primerjali z uspešnostjo urejanja genoma s proteini divjega tipa ter 




Tvorba heteromernih ovitih vijačnic med proteinoma Cas9 in ExoIII je eden od 
možnih načinov za povezovanje dveh proteinov v celici. Kot je opisano v 
uvodnem poglavju, je to v primeru proteinov Cas9 in ExoIII smiselno zaradi večje 
uspešnosti urejanja genoma, kadar sta oba encima prisotna v neposredni bližini 
tarčnega mesta urejanja (slika 18). 
Ko želimo v celici souporabiti dva proteina, ki sicer ne dimerizirata spontano, 
lahko to storimo na več načinov. Eden od njih je sočasno izražanje brez 
modifikacij v aminokislinskem zaporedju, ki pa je tudi najbolj neučinkovit, saj brez 
interakcije oz. povezave med proteinoma ne moremo zagotoviti njune optimalne 
koncentracije na mestu delovanja. Drugo možnost predstavlja kovalentna 
povezava obeh proteinov v eno polipeptidno verigo [26]. Na ta način sicer 
zagotovimo kolokalizacijo v celici, vendar je pri izražanju pogosto velik problem 
uspešno zvijanje v nativno obliko in posledično funkcionalnost proteinov 
(predvsem zaradi velikosti in omejene fleksibilnosti kompleksa). Tretja možnost 
je fuzija z regijami, ki se v celici povežejo in tvorijo ortogonalni par, kar smo 
uporabili tudi pri našem delu. Ta tehnika se je izkazala za najuspešnejšo, saj 
poleg minimalnega vpliva na funkcionalnost proteinov in dobre kolokalizacije 
Slika 18: Delovanje rekombinantnih proteinov Cas9 in ExoIII v fuziji z 
orotogonalnim parom vijačnic. Z rumeno je prikazan ExoIII, z modro pa Cas9. 
Zaradi prisotnosti ExoIII na mestu dvojnega preloma pride do nadaljnje razgradnje 





omogoča tudi širok nabor možnosti za kontrolirano indukcijo in prekinitev 
dimerizacije. V primeru teh sistemov se monomera v celici povežeta šele ob 
prisotnosti ugodnega spodbujevalca dimerizacije, ki je lahko na primer svetloba 
določene valovne dolžine ali majhna molekula, kot je rapamicin. Ti vrsti indukcije 
sta trenutno tudi najširše uporabljeni. Z odstranitvijo spodbujevalca lahko 






V okviru diplomske naloge smo uspeli pripraviti konstrukte za 5 fuzijskih proteinov 
in izolirati en par rekombinantnih proteinov Cas9 in ExoIII, ki ob sočasni 
prisotnosti v celici z dodanima α-vijačnicama tvori heteromerno ovito vijačnico. 
Izrazili smo tudi protein ExoIII brez dodane α-vijačnice. Na ta način smo delno 
izpolnili zadani cilj naloge. Na nekaj težav smo naleteli pri analizi vzorcev z 
imunodetekcijo, vendar smo jih s ponovitvami uspeli odpraviti. Proteina Cas9-P4 
nismo uspeli izolirati, zaradi česar bi bilo smiselno to izolacijo ponoviti oz. izvesti 
novo serijo testnih fermentacij pod spremenjenimi pogoji. Pred tem bi lahko 
ponovili tudi analizo frakcij že izvedenih testnih fermentacij za ta protein ter na ta 
način pridobili več informacij o tem, na katerem koraku je prišlo do težav. 
Proteine, ki smo jih uspeli pridobiti, lahko uporabimo v nadaljnjih poskusih ter tako 
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